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The invention concerns a method for the 



quantitative analysis of sample liquids. A sample 
is dried and irradiated with visible and/or infrared 
light. Light that is diffusely or specularly reflected 
from the sample and sample carrier is detected 
and analysed. Furthermore the invention 
concerns a system for carrying out the method 
according to the invention and a sample carrier 
having a diffusely or specularly reflecting surface. 
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® Verfahren zur quantitativen Analyse von Probenflussigkeiten 

® Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur quantitativen 
Analyse von Probenflussigkeiten. Eine Probe wird einge- 
trocknet und mit sichtbarem und/oder infrarotem Licht 
bestrahlt. Von der gesamten Probe diffus reflektiertes Licht 
wird detektiert und ausgewertet. Weiterhin betrifft die 
Erfindung ein System zur Durchfuhrung des erfindungsge- 
ma&en Verfahrens und Probentrager mit diffus reflektieren- 
der Oberflache. 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur quantitativen 
Analyse von ProbenflQssigkeiten durch Bestrahlen einer 
im wesentlichen von Ldsungsmittel befreiten Probe und 5 
Detektieren von diffus von der Probe reflektierter 
Strahlung. AuBerdem beinhaltet die Erfindung ein Sy- 
stem zur Analyse von ProbenflQssigkeiten, in dem im 
wesentlichen von Ldsungsmittel befreiten Proben, die 
sich auf einem Probentrager befinden, bestrahlt werden 10 
und von der Probe ausgesandte Strahlung mit einer De- 
tektionsvorrichtung detektiert wird Die Erfindung um- 
faBt auBerdem einen Probentrager zur Verwendung in 
einem erfindungsgema&en System, bei dem sich eine 
diffus reflektierende Metallschicht auf einem Trager be- 15 
findet 

Im Stand der Technik sind Verfahren zur qualitativen 
Analyse von ProbenflQssigkeiten bekannt, bei denen 
Feststoffe, Dunnschichtchromatogramme oder Trock- 
nungsreste mit Infrarotstrahlung beleuchtet und reflek- 20 
tierte Strahlung ausgewertet wird, um Informationen 
Qber in der Probe enthaltene Substanzen zu erhalten. In 
der Offenlegungsschrift DE-A-42 33 321 wird ein Mi- 
kroanalyseverfahren beschrieben, bei dem ProbenflQs- 
sigkeit auf einen KunststofftrEger mit Positionierhilfen 25 
aufgebracht und nachfolgend eingetrocknet wird. Die 
beschriebenen MaBnahmen zielen darauf ab,eine mog- 
lichst groBe Schichtdicke und eine mdglichst ebene 
Struktur des Trocknungsrestes zu erzielen. In dem be- 
schriebenen System wird lediglich ein Teil des Trock- 30 
nungsrestes mit Infrarotstrahlung bestrahlt und spie- 
gelnd reflektierte Strahlung ausgewertet Da nur ein 
Teil des Trocknungsrestes durchstrahlt wird, ist eine 
quantitative Auswertung nur dann mdglich, wenn genau 
definierte Abmessungen des Trocknungsrestes sicher- 35 
gestellt werden kdnnen, was in der Praxis nur mit sehr 
groBem Aufwand mdglich ist 

Im Stand der Technik sind weiterhin Verfahren zur 
Analyse von Flussigkeiten bekannt, bei denen z.B. 
Fruchtsafte auf ein Glasfaservlies aufgebracht werden 40 
und durch Detektion von reflektierter Infrarotstrahlung 
analysiert werden. Die Strahlung durchdringt dabei nur 
die Oberfl&chenschicht des Vlieses, was dazu fQhrt, daB 
das Verfahren fQr eine quantitative Auswertung empi- 
risch kalibriert werden muB und daher durch eine wech- 45 
selnde Mikrostruktur des Glasfaservlieses gestort wird. 
Die Patentanmeldung WO 90/15981 befaBt sich mit der 
Trocknung von Filtermaterialien, auf die ProbenflOssig- 
keiten aufgebracht wurden. Das Trocknungsverfahren 
stellt bei dieser Anwendung ein zentrales Problem dar, 50 
weil bei der Trocknung eine unkontrollierte Migration 
der Probenbestandteile eintritt, welche die Homogeni- 
tat des TrocknungsrOckstandes negativ beeinfluBt Bei 
dem in WO 90/15981 beschriebenen Analyseverfahren 
und auch bei der Auswertung von DQnnschichtchroma- 55 
tographien mit Scannen durchdringt die Strahlung nur 
einen Teil der Probe. 

Der Stand der Technik weist den Nachteil auf, daB 
eine quantitative Analyse von ProbenflQssigkeiten 
durch Messung der von der Probe reflektierten IR- 60 
Strahlung nur mdglich ist, wenn aufwendige MaBnah- 
men bei der Probenvorbereitung ausgefiihrt werden. 
Mit im Stand der Technik bekannten Methoden ist es im 
besonderen nur ungenQgend mdglich, quantitative Ana- 
lysen durchzufQhren, wenn Stoffgemische vorliegen. 65 

Aufgabe der Erfindung war es, ein Verfahren und ein 
System zur quantitativen Analyse von eingetrockneten 
ProbenflQssigkeiten zur VerfQgung zu stellen, das Nach- 
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teile bekannter Verfahren nicht aufweist Insbesondere 
soil die Probenvorbereitung fQr das Analysenergebnis 
unkritisch sein und keine speziellen MaBnahmen erfor- 
dent AuBerdem war es Aufgabe der Erfindung, die 
quantitative Analyse von mehreren Analyten nebenein- 
ander zu ermdglichen. 

Es wurde ein Verfahren zur quantitativen Analyse 
von ProbenflQssigkeiten gef unden, das die Schritte 

— Aufbringen einer definierten Menge ProbenflQs- 
sigkeit auf eine Oberflache, 

— Trocknung der ProbenflQssigkeit zur Erzielung 
eines Trocknungsrestes, dessen Ldsungsmittelge- 
halt timer 20 Gewichtsprozent liegt, 

— Bestrahlung des Trocknungsrestes mit Strah- 
lung aus dem infraroten und/oder sichtbaren Be- 
reich des Spektrums mit einem Strahlenkegel in der 
Weise, daB sich der Trocknungsrest vollstandig im 
Strahlenkegel befindet, 

— Detektierung mindestens eines Teils der Strah- 
lung, die von dem gesamten Trocknungsrest diffus 
reflektiert wurde, 

— Auswertung der detektierten Strahlung zur Be- 
rechnung der Konzentration eines oder mehrerer 
Inhaltsstoffe der ProbenflQssigkeit beinhaltet Wei- 
terhin betrifft die Erfindung ein System zur AusfQh- 
rung eines erfindungsgemaflen Verfahrens und 
Probentrager, die fur eine Verwendung im erfin- 
dungsgemaBen System geeignet sind. 

Bei dem erfindungsgemaBen Verfahren wird eine 
kleine Probenmenge auf eine Oberflache eines Proben- 
tragers aufgegeben und nachfolgend eingetrocknet Die 
Aufgabe von ProbenflQssigkeit kann mit einer Mikropi- 
pette erfolgen. Bevorzugt werden Probenmengen unter 
50 pJ, besonders bevorzugt Probenmengen zwischen 0.1 
und 10 pj verwendet Da der gesamte Trocknungsrest 
der ProbenflQssigkeit ausgewertet wird, nutzt das Ver- 
fahren die Probenmenge optimal aus. 

Als ProbenflQssigkeiten sind solche FlQssigkeiten ge- 
eignet die bei Eintrocknung einen festen Ruckstand hin- 
terlassen. Dies kdnnen z. B. Wasserproben, Fraktionen 
von Trennprozessen, Lebensmittel und Naturprodukte 
sein. Besonders vorteilhaft kann das erfindungsgemaBe 
Verfahren im Bereich der klinischen Diagnostik, z. B. 
von Blut Plasma, Serum, Harn, Speichel oder Tranen- 
flQssigkeit eingesetzt werden. 

Die Eintrocknung der ProbenflQssigkeit kann sowohl 
passiv, d. h. als Verdunstung des oder der Ldsungsmittel 
erfolgen, oder durch spezielle Vorrichtungen aktiv ge- 
steuert werden. Eine Trocknung kann beispielsweise 
durch Aufblasen von Luft, Erwarmung, Anlegen eines 
Unterdruckes oder Mikrowellenstrahlung erfolgen. 

Das in der ProbenflQssigkeit enthaltene Ldsungsmit- 
tel kann sowohl ein Einzelstoff als auch ein Gemisch 
verschiedener Stoffe sein. Als Bestandteil des Ldsungs- 
mittels kommen Wasser und im Stand der Technik be- 
kannte organische und anorganische Ldsungsmittel in 
Betracht Ein vorteilhafter Aspekt eines erfindungsge- 
maBen Verfahrens ist die weitgehende Entfernung des 
Ldsungsmittels, da auf diese Weise stdrende Strahlungs* 
absorptionen, die Absorptionen von Analyten Qberdek- 
ken kdnnen, weitgehend eliminiert werden. 

ErfindungsgemaB wird die ProbenflQssigkeit nicht 
vollstandig, sondern nur zum Teil eingetrocknet Als 
vorteilhaft hat sich ein Restgehalt an Ldsungsmittel von 
ca. 1% bis 20% herausgestellt Bei vollstandiger Ein- 
trocknung entstehen amorphe Pulver, die eine reprodu- 



3 

zierbare spektroskopische Untersuchung erschwerea 

Die Gestalt des durch eines der genannten Trock- 
nungsverfahren erhaltenen Trocknungsrestes kann in 
einem erfindungsgemaBen Verfahren in weiten Gren- 
zen variieren, ohne daB eine quantitative Auswertung 
verhindert wird Demnach sind spezielle MaBnahmen, 
wie z. B. das Pressen des TrocknungsrQckstandes, urn 
eine glatte Oberflache zu erzielen oder das Pressen in 
eine Form nicht notwendig. Dies ist in sofern wichtig, da 
die Form des Trocknungsrestes erheblich vom Trock- 
nungsverfahren und der Art der ProbenflQssigkeit ab- 
hangig ist und somit nur teilweise reguliert werden 
kana Es kann erfindungsgemaB jedoch vorteilhaft sein, 
die ProbenflQssigkeit in Vertiefungen einzutrocknen, 
urn eine Ausspreitung der FlQssigkeit zu begrenzen 
oder Trocknungsverfahren anzuwenden, die eine be- 
stimmte Form des Trocknungsrestes begunstigea 

Einen zentralen Aspekt der Erfindung stellt die Ober- 
flache des Probentragers dar, auf welche die Proben- 
flQssigkeit zur Trocknung aufgegeben wird. Die Ober- 
flache ist erfindungsgemaB so beschaffen, daB die Pro- 
benflQssigkeit im wesentlichen nicht in sie eindringen 
kann. Da jede reale Oberflache eine gewisse Porositat 
aufweist, findet stets ein geringfugiges Eindringen in die 
Oberflache statt ErfindungsgemaB werden Oberflachen 
verwendet, die aufgrund ihrer geringen Porositat nur 
einen sehr kleinen Teil ProbenflQssigkeit (z. B. kleiner 
1 %) der Bestrahiung durch den MeBstrahl entziehen. 

Die genannten Oberflachen kdnnen z. B. Metall- oder 
metallisierte Kunststoffoberflachen seia Bei der ersten 
Variante ist die Oberflache so beschaffen, daB sie die 
MeBstrahlung diffus reflektiert Solche Oberflachen 
kdnnen erhaiten werden, indem Metalle, wie z. B. Alu- 
minium, Silber, Platin, Gold oder Legierungen, wie z. B. 
Messing, an ihrer Oberflache so behandelt werden, daB 
sie makroskopisch eben sind, jedoch eine Oberflachen- 
rauhigkeit von ca. 1 bis 200 m aufweisen. Solche Rauh- 
tiefen kflnnen beispielsweise durch Sandstrahlen der je- 
weiligen Oberflache mit Sanden geeigneter Kdrnung 
oder durch Aufrauhen einer Oberflache mit Schleifmit- 
teln erzielt werden. ErfindungsgemaB bevorzugt sind 
Oberflachen von Probentragera Bei denen eine dunne, 
gut reflektierende Metallschicht aus z. B. Chrom, Silber, 
Platin und insbesondere Gold auf ein rauhes Substrat 
aufgebracht ist Da die Metallschichten in der Regel 
sehr dunn sind, weil sie aufgedampft oder gesputtert 
werden, muB das Tragermaterial bereits eine Rauhig- 
keit aufweisen, die eine diffuse Reflektion der MeB- 
strahlung gewahrleistet Bevorzugte Rauhtiefen liegen 
im Bereich von 5 bis 50 \im. 

Das Tragermaterial kann seinerseits aus einem der 
genannten Metalle oder Legierungen bestehen oder aus 
einem Kunststoff z. B. Polyethylen, Polypropylen, Poly- 
methacrylat, Polycarbonat, Polystyrol gefertigt sein. 
Probentrager oder Tragermaterialien, die gepreBt oder 
gegossen werden, kdnnen direkt beim Herstellungspro- 
zeB mit einer geeigneten Oberflachenrauhigkeit verse- 
hen werden. 

Bei einer weiteren erfindungsgemaBen AusfQhrungs- 
form ist die Oberflache so beschaffen, daB die Proben- 
flQssigkeit nicht in sie eindringen kann, jedoch ist die 
Oberflache in diesem Fall fQr die verwendete Strahlung 
zumindestens teilweise durchiassig. Im Infrarotbereich 
kommen fQr diesen Verwendungszweck z.B. CaF* 
ZnSe. Polyethylen und perfluorierte Polyethylene in Be- 
tracht Bei Messungen im sichtbaren Spektralbereich 
kommen Materialien, wie Giaser, Polystyrol und Poiy- 
acrylate in Frage. Die Unterseite der strahlungsdurch- 
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lassigen Trager ist diffus reflektierend, was durch eine 
Metallisierung mit bereits genannten Materialien er- 
reicht werden kann. 
Diese AusfQhrungsform eines Probentragers eignet 
5 sich besonders fQr Reagenzienbeschichtungen, da hier- 
bei die diffus reflektierende Schicht nicht in direkten 
Kontakt mit korrosiven Reagenzien kommt 

Zur DurchfQhrung eines erfindungsgemaBen Verfah- 
rens konnen Strahlungsfrequenzen im Bereich von 

to 300 nm bis 25 \im, bevorzugt von 25 bis 25 *im einge- 
setzt werdea Der als Infrarot bezeichnete Strahlungs- 
bereich soli den Bereich des nahen Infrarots mit umfas- 
sea Erzeugung und Fokussierung genannter Strah- 
lungsarten ist im Stand der Technik hinreichend be- 

15 schrieben. Es kannen Strahlungsquellen mit einem kon- 
tinuierlichen Spektrum Verwendung finden. Im Rahmen 
der Erfindung ist jedoch entscheidend, daB Fokussie- 
rung des StrahlenbQndeis und GroBe des Trocknungsre- 
stes aufeinander abgestimmt sind. Die GrdBe des Trock- 

20 nungsrestes auf der Oberflache des Probentragers ist 
abhangig von der Art der ProbenflQssigkeit und der 
Beschaffenheit der Oberflache. ErfindungsgemaB befin- 
det sich der Trocknungsrest bei der Messung vollstan- 
dig im eingestrahlten StrahlungsbQndel. Dies macht eine 

25 integrale Messung moglich. 

Unter einer integralen Messung ist zu verstehen, daB 
der gesamte Trocknungsrest bestrahlt wird und zumin- 
dest ein Teil der vom gesamten Trocknungsrest diffus 
reflektierten oder diffus gestreuten Strahlung eines 

30 durch die MeBanordnung festgelegten Raumwinkels de- 
tektiert wird. Die integrale Messung in Kombination mit 
diffus reflektierenden Oberflachen ermdglicht eine 
quantitative Auswertung der Messung. Zur Detektion 
der Strahlung sind im Stand der Technik bekannte De- 

35 tektoren for den verwendeten Frequenzbereich geeig- 
net Geeignet sind beispielsweise Halbleiterdetektoren, 
die mit flQssigem Stickstoff oder Peltierelementen ge- 
kuhlt sein k5nnea Bevorzugt kdnnen Quecksilber-Cad- 
mium-Tellurid-Detektoren oder solche mit deuterier- 

40 tern Triglycinsulfat eingesetzt werden. Erfindungsge- 
maB wird Strahlung von dem gesamten Trocknungsrest 
auf den Detektor geleitet, gegebenenfalls kdnnen Fo- 
kussiereinrichtungen, wie z. B. Parabolspiegel oder 
Sammellinsen vorgeschaltet werdea Ebenfalls kdnnen 

45 Infrarotmikroskope eingesetzt werden, wobei jedoch in 
der Regel eine Sammelvorrichtung vorgeschaltet wer- 
den muB, urn von dem gesamten Trocknungsrest diffus 
reflektierte oder diffus gestreute Strahlung aufzufan- 
gea Es ist erfindungsgemaB ausreichend, wenn nur ein 

50 Teil der vom Trocknungsrest ausgehenden Strahlung 
aufgefangen wird, der jedoch reprasentative Beitrage 
vom gesamten Trocknungsrest besitzen muB. 

Die Erzeugung und Detektion der Strahlung kann mit 
klassischen Gitter- oder Prismenspektrometer erfolgen, 

55 bevorzugt sind jedoch im Stand der Technik bekannte 
Fourier-Transform-Spektrometer. 

Bei dem erfindungsgemaBen Verfahren befindet sich 
eine dQnne, von Ldsungsmittel befreite Schicht Analy- 
senprobe auf einer Oberflache, in die sie nicht eindrin- 

60 gen kana Die geringe Schichtdicke der Probe gewahr- 
leistet, daB der verwendete MeBstrahl alle Schichten der 
Probe durchdringen kann, was fQr eine quantitative 
Auswertung der Messung von entscheidender Bedeu- 
tung ist Bei erfindungsgemaBer Anordnung wird der 

65 MeBstrahl in der Probe mehrfach innerhalb der Probe 
gestreut, ehe er an der reflektierenden Oberflache des 
Probentragers reflektiert wird und von dort, gegebe- 
nenfalls nach weiterer mehrmaliger Streuung in der 
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Probe zur Detektion gelangt Dies fQhrt zu einer Steige- 
rung der Signalausbeute im Gegensatz zur Transmis- 
sionsanordnung, da der effektive Lichtweg innerhalb 
der Probe verlangert wird Eine weitere Steigerung der 
MeBempfindlichkeit resultiert daraus, daB die Probe 
von Ldsungsmittel weitgehend befreit ist Auf diese 
Weise werden stdrende Strahlungsabsorptionen durch 
das/die Lflsungsmittel verringert Zusatzlich kommt der 
Effekt hinzu, daB durch das Abdampfen des/der Ld- 
sungsmittel eine Aufkonzentration der Komponenten 
im Trocknungsrilckstand eintritt, die ebenf alls zu einer 
Empfindlichkeitssteigerung fQhrt 

Durch Auswertung der erhaltenen Spektren mit che- 
mometrischen Verfahren wird eine Mehrkomponenten- 
analyse mSglich. Im Stand der Technik sind chemome- 
trische Verfahren bekannt, mit denen eine Mehrkompo- 
nentenanalyse durchgefQhrt werden kann, wie z.B. 
partial least squares (PLS), principle component regres- 
sion (PCR) und Neuronale Netze (NN). Eine Beschrei- 
bung mdglicher Auswerteverfahren zur Bestimmung ei- 
nes oder mehrerer Analyten in einem Substanzgemisch 
wurde z. B. von D. Haaland in SPIE Vol 1575, 8th Inter- 
national Conference on Fourier Transform Spectrosco- 
py (1991) Seiten 87—95, gegeben. Ein Vorteil des erfin- 
dungsgem&fien Verfahrens ist es, daB bei Verwendung 
chemometrischer Methoden zwei oder mehrere Analy- 
ten nebeneinander nachgewiesen werden kdnnen. 

Die Erf indung umf aBt weiterhin ein System zur quan- 
titativen Analyse von Probenflussigkeiten, das eine 
StrahlungsqueUe, deren Strahlung im Bereich von 
300 nm bis 25 \im liegt, einen Probentrager, der zumin- 
destens in Teilbereichen Strahlung diffus reflektiert, ei- 
ne Dosiervorrichtung zur Aufgabe von Probenflussig- 
keit auf den Probentrager, eine Detektionsvorrichtung 
fUr von der Probe ausgesandte Strahlung und eine Aus- 
werteeinrichtung fQr Signale der Detektionsvorrichtung 
beinhaltet und dadurch gekennzeichnet ist, daB Dosie- 
rung der ProbenflQssigkeit und Fokussierung so aufein- 
ander abgestimmt sind, daB die Probe auf dem Proben- 
trager vollstandig von Strahlung der Strahlungsquelle 
erf aBt wird. 

Bei einem erfindungsgemaBen System werden Fokus- 
sierung und Dosierung aufeinander abgestimmt Eine 
Fokussierung von Strahlung im infraroten oder sichtba- 
ren Bereich kann mit Linsensystemen und Blenden er- 
folgen, wobei im Infrarotbereich Linsen aus CaF* KC1, 
KBr und anderen Materialien eingesetzt werden mQs- 
sen, die eine ausreichende Durchiassigkeit fQr den zu 
messenden Spektralbereich besitzen. 

Die fQr die Erfindung wichtige Bedingung, daB sich 
die Probe vollstandig im Strahlkegel der Strahlungs- 
quelle befindet, kann auch dadurch erfQIlt werden, daB 
die GrdBe der Probe geeignet begrenzt wird Dies kann 
dadurch erreicht werden, daB nur eine geringe Menge 
ProbenflQssigkeit aufgegeben wird, die auf der Oberfla- 
che des Testtragers eine Flache einnimmt, die kleiner als 
der auf den TesttrSger fallende Strahlungskegel ist Die 
von der aufgegebenen FlQssigkeit beanspruchte Flache 
ist zum einen abhangig von der Art der FlQssigkeit, im 
besonderen ihrer Viskositat und Oberfiachenspannung, 
und zum anderen von der Beschaffenheit der Oberfla- 
che. DemgemaB kann die Oberflache behandelt werden, 
um ihre Beschaffenheit zu andern. Die Oberflache des 
Testtragers kann mechanisch modifiziert werden, so 
daB sie Vertief ungen besitzt, in die die ProbenflQssigkeit 
gegeben wird Die Vertiefungen kdnnen beispielsweise 
Rander aufweisen, die senkrecht zur Oberflache des 
Testtragers abgebildet sind, oder schrage Rander. Eben- 
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falls sind Vertiefungen in Form von Kugelsegmenten 
oder Paraboloidsegmenten mdglich. Eine weitere M5g- 
lichkeit, die Ausbreitung von ProbenflQssigkeit auf ei- 
nen definierten Bereich zu beschranken, besteht darin, 
5 eine Oberflache mit diffus reflektierenden Eigenschaf- 
ten mit einer Matrix zu beschichten, die Aussparungen 
besitzt Es kann z. B. eine Teflonmaske aufgesprQht wer- 
den, die fQr waBrige ProbenflQssigkeiten eine hydropho- 
be Sperre darsteUt und somit eine Ausspreitung der 

io ProbenflQssigkeit verhindert 

In der Praxis wird es nicht zu verhindern sein, daB das 
detektierte Signal Informationen der Oberflache des 
Tragers enthalt, da der Strahlungskegel den Trock- 
nungsrest vollstandig erfaBt und in der Regel auch an- 

15 grenzende Stellen der Oberflache des Probentragers 
mit bestrahlt Fur den Probentrager und speziell dessen 
Oberflache kdnnen Materialien ausgewahlt werden, die 
in Spektralbereichen, die fQr die Analyse von Bedeutung 
sind, keine Stdrung hervorrufen. Besitzen genannte Ma- 

20 terialien im Frequenzbereich der Messung eine kon- 
stante Absorption, so kann diese vom MeBspektrum 
subtrahiert werden, 

Ein weiterer Bestandteil der Erfindung ist ein Proben- 
trager, bei dem auf mindestens einer Oberflache eines 

25 Tragers eine reflektierende Schicht aufgebracht ist, wo- 
bei die resultierende mindestens eine Oberflache da- 
durch gekennzeichnet ist, daB sie eine Rauhtiefe von 1 
bis 200 jim, vorzugsweise von 5 bis 50 fim, aufweist 
ErfindungsgemaB ist es von Bedeutung, daB die Ober- 

30 Aachen, auf welche die ProbenflQssigkeit aufgegeben 
wird, Licht diffus reflektiert ErfindungsgemaBe Rauh- 
tiefe kann durch Behandlung der Oberflache mit 
Schleifmaterialien, Sandstrahlen, Atzen usw. erzeugt 
werden, Wie bereits an anderer Stelle beschrieben, kann 

35 der Probentrager aus einem Tragermaterial und einer 
darauf aufgebrachten, reflektierenden Schicht bestehen. 

Bei einer weiteren Variante befinden sich Reagenzien 
auf dem Probentrager, die mit nachzuweisenden Analy- 
ten in charakteristischer Weise reagieren. Bevorzugt 

40 befinden sich diese Reagenzien in Vertiefungen der Pro- 
bentrager. Besonders wichtig ist die Mdglichkeit der 
Analyse unter Zusatz von Reagenzien fQr Enzyme, Elek- 
trolyte, Hormone, Proteine und andere Analyte, die nur 
in sehr kleinen Konzentrationen auftreten. Bei Enzymen 

45 kann beispielsweise die Enzymaktivitat genutzt werden, 
um Farbstoffe freizusetzen, die ihrerseits nachgewiesen 
werden. 

Bei Verwendung von Reagenzien auf dem Probentra- 
ger sind solche Ausfuhrungsformen der Probentrager 
so bevorzugt, bei denen sich die Reagenzien auf einer iner- 
ten Tragerschicht befinden. Werden z. B. Kunststoffe als 
Tragermaterialien eingesetzt, so befindet sich die Me- 
tallisierung des Probentragers bevorzugt auf der dem 
Reagenz abgewandten Seite, um die Korrosion der Me- 
55 tallisierung durch Reagenzieneinwirkung zu verhindern. 

Die folgenden Figuren sollen zur Verdeutlichung der 
Erfindung dienen. 

Fig. 1 Anordnung zur Messung in diff user Reflektion, 

Fig. 2 Probentrager, einf ache AusfQhrung, 
60 Fig. 3 Probentrager, erweiterte AusfQhrung, 

Fig. 4 Methodenvergieich einer Glucose-Bestim- 
mung in Humanseren, 

Fig. 5 Methodenvergieich einer Triglycerid-Bestim- 
mung in Humanseren. 
65 In Fig. 1 ist eine Anordnung zur Messung der diffusen 
Reflektion eines Trocknungsrestes dargestellt Der 
Trocknungsrest 1 befindet sich auf einem aufgerauhten 
Probentrager 2, der oberfiachlich metallisiert ist Das 
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von der Strahlungsquelle 3 ausgesandte Strahlungsbun- 
del tritt durch die Apertur des Parabolspiegels 4 auf den 
Trocknungsrest 1. Von diesem wird Strahlung diffus re- 
flektiert und vom Parabolspiegel 4 auf den Detektor 5 
gelenkt Das von der Strahlungsquelle 3 ausgehende 
StrahlungsbQndel ist so groB, dafl es den Trocknungs- 
rest 1 voll erfaBt und auch einen Teil des Probentragers 
2 beleuchtet 

Fig. 2A und B zeigen einen Probentrager 10, der in 
einem erfindungsgemSBen System verwendet werden 
kann. Auf einem Tragermaterial aus Polystyrol ist eine 
Goldschicht von ca. 200 nm Dicke aufgesputtert Die 
Vertiefung 11 in der Mitte des Probentragers besitzt 
einen Durchmesser von 15 mm und eine Tiefe von 
0.5 mm. Das Tragermaterial hat eine mittlere Rauhtiefe 
von ca- 15 \itil 

In Fig. 2C ist ein Probentrager 10 dargestellt, der eine 
Vielzahl von Vertiefungen 11 aufweist Diese Anord- 
nung ist vorteilhaft, wenn z. B. Blutproben mehrerer 
Personen analysiert werden sollen oder wenn Proben- 
material aus einer Quelle mit unterschiedlichen Reagen- 
zien versetzt werden solL 

Fig. 3 zeigt unterschiedliche Ausfuhrungsformen von 
Probentragera Der Probentrager 20 in Fig. 3A besitzt 
eine Tragerschicht 21 aus Polystyrol, auf die ein Metall- 
film 22 aus Gold aufgebracht ist Die Vertiefung 23 des 
Probentragers ist mit einer Saugschicht aus einem iner- 
ten Material, z. B. Titandioxid oder Kieselgel, gefflllt 
Diese Saugschicht dient dazu, ein gleichmaBiges Aus- 
spreiten der Flussigkeit zu erzielen sowie die diffuse 
Streuung in der Probe zu verstarken. Die Saugschicht 
ist so dunn, daB sie von der verwendeten Strahlung 
durchdmngen werden kana 

Fig. 3B zeigt einen Probentrager 30, bei dem sich auf 
einer Tragerschicht 31 aus Polystyrol ein Goldfilm 32 
befindet Auf den Goldfilm 32 ist eine dOnne Saug- 
schicht aus Titandioxid als ErhShung 33 aufgebracht 
Durch die Saugeigenschaften dieser Schicht wird die 
Ausspreitung der Probenflttssigkeit auf den Bereich der 
Erhcihung beschrankt 

In einer erfindungsgemaBen Ausftthrung mit Reagen- 
zien auf dem Tragermaterial kdnnen diese beispielswei- 
se in die Saugschicht eingebettet und darin fixiert wer- 
den. Beim Aufbringen einer Probe findet dann eine 
gleichzeitige Ausspreitung und Vermischung mit Rea- 
genzien statt Die reflektierende Metallschicht befindet 
sich hierbei bevorzugt auf der zur Saugschicht abge- 
wandten Seite des zumindest teilweise transparenten 
Tragers. 

In Fig.3C ist eine weitere AusfQhrungsform eines 
Probentragers 40 dargestellt Wiederum besteht die 
Tragerschicht 41 aus Polystyrol, auf das ein Goldfilm 42 
aufgebracht ist Auf dem Goldfilm 42 befindet sich eine 
Teflonschicht 43, die Aussparungen 44 besitzt, in die 
Probenflussigkeit gegeben werden kann. Da Teflon 
stark hydrophobe Eigenschaf ten besitzt, kann sich eine 
hydrophile Probenflttssigkeit nicht fiber eine Einspa- 
rung 44 hinausbewegen. 

Bezugszeichenliste 

1 Trocknungsrest 

2 Probentrager 

3 Strahlungsquelle 

4 Parabolspiegel 

5 Detektor 

10 Probentrager 

11 Vertiefung 



20 Probentrager 

21 Tragerschicht 
22Metallfilm 

23 Vertiefung 
5 30 Probentrager 

31 Tragerschicht 

32Metallfflm 

33 Erhohung 

40 Probentrager 
io 41 Tragerschicht 

42Metallfilm 

43 hydrophobe Schicht 

44 Aussparungen. 

Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung naher 
15 eriautern: 

Beispiel 1: Glucosebestimmung in Serum 

5 nJ Serum wurden mit einem Dispenser aus einer 
20 Serumprobe aufgesaugt Von den 5 \il wurde 1 \i\ auf 
eine ebene, diffus reflektierende, Oberflache eines Pro- 
bentragers mit einer mittleren Rauhtiefe von ca. 15 jim 
pipettiert Das Material des Probentragers war vergol- 
detes Messing. Der Probentrager wurde bei Raumtem- 
25 peratur ca. l/2Stunde stehen gelassen, wodurch der 
Tropf en eintrocknete. Der Trocknungsrest wurde in dif- 
fuser Reflektion mit einem System gemaB Fig. 1 integral 
vermessen. Die Messung muB in einem Zeitfenster von 
ca. 30 min bis max. 5 Stunden durchgefuhrt werden, da 
30 sonst Veranderungen an der eingetrockneten Probe 
auftreten, die zu unreproduzierbaren Ergebnissen fuh- 
ren. 

FQr das Beispiel Glucose wurde aus dem Spektrum 
ein Bereich zwischen 950 bis 1200 Wellenzahlen ausge- 

35 wahlt, auf den das PLS-Verfahren (partial least squares) 
angewendet wurde. 

Fig. 4 zeigt einen Methodenvergleich fur die Bestim- 
mung von Glucose. Auf der x-Achse sind die Konzentra- 
tionen in mg/dl der Bezugsmethode (Hexokinase-Me- 

40 thode) aufgetragen. Auf der Y-Achse ist das nach dem 
PLS-Verfahren aus dem IR-Spektrum bestimmte Vor- 
hersagemodell fQr Glucose aufgetragen. Die schwarzen 
Pimkte zeigen die Kalibration, mit der das Vorhersage- 
modell entwickelt wurde. Die weiBen Punkte zeigen un- 

45 bekannte Proben, die nicht in dem Kalibrationsdaten- 
satz enthalten waren und die aufgrund des Spektrums 
vorausgesagt wurden. Die Abweichungen der weiBen 
Kreise von der Geraden vermitteln einen Eindruck von 
der Genauigkeit der Methode. 

50 Die Yorhersagegenauigkeit fQr unbekannte Proben 
ist vergieichbar mit klassischen enzymatischen Metho- 
den. 

Beispiel 2: Triglyceridbestimmung in Serum 

5 jil Serum wurden von einem Dispenser aus einer 
beliebigen Serumprobe aufgesaugt Von den 5 pi wurde 
1 |xl in eine Vertiefung von 25 mm Durchmesser und 
einer Tiefe von 05 mm pipettiert Das Tragermaterial 
60 ist vergoldetes Messing mit einer Rauhtiefe von ca. 
15—20 jim. Der Probentrager wurde bei Raumtempera- 
tur ca. 1/2 Stunde stehen gelassen, bis der Tropfen ein- 
getrocknet war. Danach wurde die aufgetragene Ser- 
umprobe in diffuser Reflektion mit einem System ge- 
es maB Fig. 1 integral vermessen. Die Messung muB in 
einem Zeitfenster von ca. 30 min bis max. 5 Stunden 
durchgefuhrt werden. Die erhaltenen Spektren wurden 
in einem Frequenzbereich zwischen 2800 und 
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3080 cm^ 1 mit dem PLS-Verfahren Vorhersagemodell 
erstellt 

Fig. 5 zeigt die Bestimmung von Triglyceride!! im 
Vergleich zur Referenzmessung am klinischen Analyzer 
Hitachi 704 mit der GPO-PAP-Methode. Die schwarzen 5 
Punkte sind die Kalibrationsproben, mit denen das Vor- 
hersagemodell erstellt wurde, die wei&en Punkte stellen 
unbekannte Proben dar, deren Konzentration fUr die 
y-Achse auf Grundlage des Vorhersagemodells gewon- 
nen wurde. Auch hier ist die Methode in der Precision 10 
vergleichbar mit klassischen enzymatisch durchgefUhr- 
ten Verfahren. 

PatentansprUche 

15 

1. Verfahren zur quantitativen Analyse von Pro- 
benflUssigkeiten, mit den Schritten: 

— Aufbringen einer definierten Menge Pro- 
benflussigkeit auf eine Oberflache, 

— Trocknung der Probenflussigkeit zur Erzie- 20 
lung eines Trocknungsrestes, dessen Ldsungs- 
mittelgehalt unter 20 Gewichtsprozent liegt, 

— Bestrahlung des Trocknungsrestes mit 
Strahlung aus dem infraroten und/oder sicht- 
baren Bereich des Spektrums, mit einem 25 
Strahlenkegel in der Weise, daB sich der 
Trocknungsrest vollstandig im Strahlenkegel 
befindet, 

— Detektierung mindestens eines Teils der 
Strahlung, die von dem gesamten Trocknungs- 30 
rest dif fus reflektiert wurde, 

— Auswertung der detektierten Strahlung zur 
Berechnung der Konzentration eines oder 
mehrerer Inhaltsstoffe der Probenflussigkeit 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1, bei dem weniger 35 
als 50 pi, bevorzugt 0.1 bis 10 Probenflussigkeit 
auf die Oberflache in zusammenh&ngender Form 
aufgebracht werden. 

3. Verfahren gemaB Anspruch 1 oder 2, bei dem die 
Probenflussigkeit eine KdrperflUssigkeit ist 40 

4. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 3, bei 
dem die verwendete Strahlung Wellenl&ngen im 
Bereich von 300 nm bis 25 \ixa aufweist 

5. Verfahren nach einem der AnsprUche 1 bis 3, bei 
dem die verwendete Strahlung Wellenlangen im 45 
Bereich von 25 bis 25 jim aufweist 

6. Verfahren nach Anspruch 1, bei dem die Proben- 
flussigkeit im wesentlichen nicht in die Oberflache 
eindringen kann. 

7. System zur quantitativen Analyse von Proben- 50 
flUssigkeitenmit 

einer Strahlungsquelle, deren Strahlung im Bereich 
von 300 nm bis 25 \im liegt und eine Vorrichtung 
zur Fokussierung besitzt, 

einem Probentrager, der zumindest in Teilberei- 55 
chen auftreffende Strahlung diffus reflektiert, 
einer Dosiervorrichtung zur Aufgabe von Proben- 
flUssigkeiten auf den Probentrager, 
einer Detektionsvorrichtung fUr von der Probe 
ausgesandte Strahlung 60 
und einer Auswertevorrichtung fUr Signale der De- 
tektionseinrichtung, 

dadurch gekennzeichnet, daB Dosierung der Pro- 
benflussigkeit und Fokussierung so auf einander ab- 
gestimmt sind, daB die eingetrocknete Probe auf 65 
dem Probentrager vollstandig von Strahlung der 
Strahlungsquelle erfaBt wird. 

8. System zur Analyse von ProbenflUssigkeiten ge- 



10 

maB Anspruch 7, bei dem der Probentrager zumin- 
dest stellenweise mit Metall beschichtet ist 

9. System zur quantitativen Analyse von Proben- 
flussigkeit gemaB Anspruch 8, bei dem die Oberfla- 
che, auf welche die Probenflussigkeit aufgebracht 
wird, zumindest teilweise transparent ist und bei 
dem die dieser Oberflache gegenUberliegende Sei- 
te mit einer die Strahlung diffus reflektierenden 
Schicht versehen ist 

10. System zur Analyse von ProbenflUssigkeiten ge- 
maB Anspruch 7, bei dem der Probentrager eine 
Oberflachenrauhigkeit von 1 bis 200 11m, vorzugs- 
weise 5 bis 50 jim, aufweist 

1 1. System zur Analyse von ProbenflUssigkeiten ge- 
maB Anspruch 7 oder 8, bei dem der Probentrager 
Vertiefungen aufweist, die Probenflussigkeit auf- 
nehmen kdnnen. 

12. System zur Analyse von ProbenflUssigkeiten ge- 
maB Anspruch 7, bei dem die Detektionsvorrich- 
tung ein oder mehrere Halbleiterdetektoren fUr 
den jeweiligen Spektralbereich beinhaltet 

13. System zur Analyse von ProbenflUssigkeiten ge- 
maB Anspruch 7. bei dem die Detektionsvorrich- 
tung ein Inf rarotmikroskop ist 

14. System zur Analyse von ProbenflUssigkeiten ge- 
maB Anspruch 7 oder 8, bei dem der Probentrager 
mehrere Probenaufgabestellen besitzt 

15. System zur Analyse von ProbenflUssigkeiten ge- 
maB einem der AnsprUche 7, bis 1 1, bei dem auf 
dem Probentrager an einer oder mehreren Stellen 
Reagenzien aufgebracht sind. 

16. Probentrager, bei dem auf mindestens einer 
Oberflache eines Tragers eine reflektierende 
Schicht aufgebracht ist, wobei die resultierende 
mindestens eine Oberflache dadurch gekennzeich- 
net ist, daB sie eine Rauhtiefe von 1 bis 200 [im, 
vorzugsweise 5 bis 50 pin aufweist 

17. Probentrager gemaB Anspruch 16, dadurch ge- 
kennzeichnet, daB ein oder mehrere Vertiefungen 
auf der mindestens einen Oberflache des Proben- 
tragers vorhanden sind. 

18. Probentrager gemaB Anspruch 16, in dessen 
Vertiefungen sich Reagenzien befinden. 
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